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摘要 :【 目 的]Wolbachia 是 广泛 存在 于 节肢 动物 和 丝 状 线虫 体内 的 一 类 共生 菌 , 能 够 以 多 种 方式 对 宿主 产生 影响 。 
精 卵 细胞 质 不 亲 和 ( CI) 是 其 引起 的 最 普遍 的 表 型 ， 即 感染 Wolbachia 的 雄性 宿主 与 未 感染 或 感染 不 同 品系 的 内 性 
宿主 交配 后 , 不 能 产生 后 代 或 后 代 极 少 ， 而 感染 同 品 系 Wolbachia 的 肉 雄 宿主 交配 后 则 能 正常 产生 后 代 。 我 们 前 
期 研究 发 现 , 湖北 武汉 、 云 南 六 库 和 天 津 3 个 地 区 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster 被 Wolbachia 感染 。 本 研究 由 在 
明确 这 3 个 地 区 黑 腹 果 蝇 中 Wolbachia 的 系统 发 育 关 系 及 其 对 宿主 生殖 的 影响 。【 方 法】 利用 Clustal X 软件 对 
Wolbachia 的 wsp 基因 序列 进行 比 对 , 利用 MEGA 软件 构建 系统 发 育 树 。 采 用 多 位 点 序列 分 型 (MLST ) 的 方法 对 
Wolbachia 进行 分 型 。 通 过 区 内 交配 和 区 之 间 杂 交 的 方式 研究 不 同 地 区 黑 腹 果 蝇 体内 Wolbachia 的 关系 及 其 对 果 蝇 
生殖 的 影响 。【 结 果 】 湖 北 武汉 、 云 南 六 库 和 天 津 3 个 地 区 黑 腹 果 蝇 中 感染 的 Wolbachia 都 是 属于 A 大 组 的 Mel 亚 
群 。 这 3 个 地 区 宁 蝇 感染 的 Wolbachia 的 序列 类 型 (ST) 不 同 ,， Wolbachia 之 间 存 在 一 定 的 差异 。 湖 北 武汉 和 天 津 果 
蝇 中 的 Wolbachia 能 引起 强烈 的 CI 表 型 , Tfj zz Fg 7N FEAR H8 RH. Wolbachia 引起 的 CI 强度 相对 较 弱 。 武 汉 果 蝇 中 
Wolbachia 不 能 完全 挽救 天 津 果 晶 中 Wolbachia 引起 的 CI 表 型 ， 而 天 津 果 晶 中 Wolbachia 也 不 能 完全 换 救 武汉 果 晶 
中 Wolbachia 引起 的 CI 表 型 。【 结 论 】 武 汉 和 天 津 地 区 黑 腹 果 蝇 中 的 Wolbachia RI SERE Ej 93v, Wolbachia 的 长 期 共 
生 可 能 对 黑 腹 末 蝇 的 进化 产生 了 一 定 的 影响 , 湖北 武汉 与 云南 六 库 的 黑 腹 果 蝇 中 感染 的 Wolbachia 属于 不 同 的 序 
列 类 型 , 这 2 个 地 区 的 黑 腹 果 蝇 已 发 生 了 一 定 的 分 卜 , 产生 了 一 定 的 生殖 隔离 。 
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Phylogenetic analysis of Wolbachia in Drosophila melanogaster from three 


regions in China and their effects on host reproduction 

XIONG En-Juan', ZHENG Ya', WANG Yu-Feng"' , ZENG Qing-Tao^ (1. Hubei Key Laboratory of 
Genetic Regulation and Integrative Biology, College of Life Science, Central China Normal University , 
Wuhan 430079, China; 2. College of Life Science, Hubei University, Wuhan 430062, China) 
Abstract. [ Aim] Wolbachia are endosymbionts which were frequently found in arthropods and filarial 
nematodes. They can manipulate reproduction of their hosts by several mechanisms. Cytoplasmic 
incompatibility ( CI) is the most common phenotype Wolbachia causes, resulting in no or few viable 
progenies when Wolbachia-infected males cross with uninfected females or females carrying different 
Wolbachia strains, while the progenies can be produced normally when males and females carrying the 
same Wolbachia strain cross. We previously found that Drosophila melanogaster flies collected from 
Wuhan of Hubei ( WH) , Liuku of Yunnan (LK) and Tianjin (TJ) were infected by Wolbachia. This 
study aims to investigate the relationships between Wolbachia in these D. melanogaster populations and 
their effects on host reproduction. [ Methods] Alignments of nucleic acid homology of Wolbachia wsp 
genes were performed by Clustal X, and phylogenetic tree was constructed with MEGA. Sequence types 
(ST) of Wolbachia were analyzed using multilocus sequence typing ( MLST). Crossing experiments 
within and between the three populations of D. melanogaster were conducted to assay CI intensity and the 
effect of Wolbachia on reproduction of Drosophila hosts. [Results] All Wolbachia in the three populations 
of D. melanogaster belonged to Mel group in supergroup A. MLST analysis showed different sequence 
types (ST) of Wolbachia in the flies from the three regions. The Wolbachia in the flies from WH and TJ 
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could induce strong CI. Comparatively, the Wolbachia in the flies from LK expressed weaker CI. The 


Wolbachia in the flies from WH could not entirely rescue the CI phenotype induced by the Wolbachia in 
TJ flies, and vise versa. [Conclusion] The Wolbachia in the flies from WH might be less related with 
those from TJ. The long-time symbiosis of Wolbachia might affect the evolution of their Drosophila hosts. 


Wolbachia in WH and LK populations of D. melanogaster belong to different STs, and a definite 


reproductive isolation between their hosts exists. 


Key words: Drosophila melanogaster; Wolbachia; wsp gene; multilocus sequence typing ( MLST ) ; 


cytoplasmic incompatibility ( CI) ; phylogenesis 


Wolbachia 3E ZF E TT Hx 32 RI ZZ AA Z1 
细胞 质 中 的 一 类 共生 微生物 , 不 仅 能 引起 宿主 精 卵 
细胞 质 不 灯 和 (cytoplasmic incompatibility, CI). PÅ 
上 肉 生 殖 、 肉 性 化 、 杀 雄 等 生殖 方面 的 改变 ( Serbus et 
al., 2008; 袁 林 和 玲 等 , 2012) , mH RESH INIA E HJIR 
党 、 免 疫 、 寿 命 等 (彭宇 和 王 玉 风 ,2009; Zheng et 
al., 2011; Rances et al., 2012) 。 由 于 Wolbachia 的 
基因 可 以 水 平 转移 (lateral gene transfer) 到 宿主 的 基 
因 组 内 , 随和 窒 主 基因 的 转录 而 得 到 表达 ( Dunning 
Hotopp et al., 2007; Nikoh et al., 2008; Werren et 
al., 2010) , 可 能 使 宿主 的 染色 体 组 发 生变 化 , 产生 
新 的 基因 或 使 原 有 基因 的 功能 发 生 改 变 ， 因 此 
Wolbachia 在 推动 物种 进化 、 促 进 新 物种 形成 方面 
可 能 也 起 到 重要 作用 。 

CI 是 Wolbachia 影响 宿主 最 普遍 的 表 型 , 即 感 
染 Wolbachia 的 雄性 和 未 感染 的 上 肉 性 或 感染 不 同 品 
系 Wolbachia 的 上 肉 性 宿主 交配 后 , 受精 卵 不 能 正常 
EA, THRIC. Am, 感染 同 种 Wolbachia 
FAIRE PE DU] REIA ROX PER BCR, 即 感染 同 
种 Wolbachia 的 肉 雄 宿主 交配 后 胚胎 能 正常 发 育 ， 
AERA Wolbachia 的 后 代 ( 发 林 玲 等 , 2012)。 此 
外 , 未 感染 Wolbachia 的 雄性 和 感染 的 雌性 交配 时 
也 是 亲 和 的 , 受精 卵 能 够 正常 发 育 、 孵 化 。 

随 着 所 发 现 感染 Wolbachia 的 宿主 种 类 和 数量 
的 增加 ，Wolbachia 株 系 的 分 型 及 系统 发 育 研 究 成 
为 当前 Wolbachia 领域 研究 的 热点 之 一 。 目 前 已 有 
多 种 分 子 标记 用 于 Wolbachia 的 检测 和 系统 发 育 研 
2E, 其 中 包括 16S rRNA、 细 胞 分 裂 蛋 日 基因 fisz, 
细菌 热 激 入 日 基因 grok 和 Wolbachia X M 5 A 
( Wolbachia surface protein, WSP) 基因 wsp(O”Neill 
et al., 1992; Werren et al., 1995a, 1995b; Masui et 
al., 1997; Braig et al., 1998) 。 基 于 wsp, fisZ 和 
16S rRNA 等 基因 序列 的 系统 发 育 分 析 表 明 ， 
Wolbachia n] ^ Jg A ~ H 8 ^F KRH (supergroup ) 
( Rowley et al., 2004; Wang et al., 2010) 。 其 中 昆 
虫 、 螨 类 、 蜂 蛛 和 甲壳 类 所 携 融 的 Wolbachia 主要 


属于 A 大 组 和 B 大 组 。 有 研究 表明 ， wsp 基因 比 
16S rRNA 和 Jfisz 基因 的 进化 速度 快 , 因此 利用 wsp 
基因 能 更 好 地 揭示 Wolbachia 的 系统 发 育 关 系 
(Zhou et al., 1998; Baldo et al., 2008) 。 然 而 , 由 于 
wsp 基因 重组 率 高 , 在 用 于 Wolbachia 的 基因 组 鉴定 
时 经 营造 成 Wolbachia 聚 类 混乱 的 问题 , 所 以 尽管 
这 种 方法 简便 快捷 ， 但 有 时 不 能 准确 反映 
Wolbachia 分 离 与 进化 的 真实 情况 (Baldo et al., 
2006)。 近 年 来 ， 多 位 点 序列 分 型 (multilocus 
sequence typing，MLST) 技 术 和 常 补 用 来 克服 wsp 基因 
的 重组 问题 ,为 Wolbachia 的 比较 分 析 提 供 了 新 的 
途径 与 方式 。MLST 是 一 种 通过 测定 多 个 持家 基因 
的 核 车 酸 序列 来 发 现 细 茵 变异 的 分 型 方法 ( Maiden 
et al., 1998) ,一般 测定 5 ~ 10 个 持家 基因 内 部 400 
~600 bp 片段 的 核 车 酸 序 列 , 每 个 序列 会 根据 其 发 
现 的 时 间 顺 序 给 一 个 编号 , 然后 再 根据 多 个 持家 基 
因 的 编号 最 后 赋予 一 个 菌 的 序列 类 型 (sequence 
type, ST), 这样 得 到 的 每 个 ST 均 代表 一 组 单独 的 
核 苷 酸 序 列 信息 。 因 为 这 种 基于 核 苷 酸 序 列 的 方法 
可 以 准确 地 记录 细菌 在 基因 水 平 上 的 变异 , 随 着 测 
序 成 本 的 降低 以 及 互联 网 上 基因 序列 平台 的 广泛 使 
HH. MLST 正 被 广泛 用 于 研究 细菌 的 群体 生物 学 和 
系统 发 育 人 研究 (Maiden, 2006) , 

本 研究 在 前 期 工作 基础 上 , 首先 对 湖北 武汉 、 
云南 六 库 和 天 津 3 de pL ZR HR Drosophila 
melanogaster 中 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 进行 分 
fr. 然后 采用 多 位 点 序列 分 型 (MLST) 的 方法 确定 
了 这 3 个 地 区 条 蝇 感染 的 Wolbachia 的 序列 类 型 ， 
最 后 通过 地 区 内 目 交 和 地 区 间 杂 交 的 方法 进一步 确 
定 这 3 个 地 区 黑 腹 条 蝇 中 的 Wolbachia 的 相互 关系 
及 对 宿主 果 晶 生殖 和 进化 的 有 影响。 由 于 中 国 地 理 条 
件 复杂 多 样 , 造就 了 丰富 的 生物 多 样 性 。 已 有 多 种 
证 据 表 明 ，Wolbachia 参与 推动 动物 进化 、 促 进 新 物 
种 形成 (Werren et al., 2010; Ilinsky, 2013) 。 然 而 ， 
对 中 国 大 陆 黑 腹 果 晶体 内 Wolbachia 感染 状况 的 检 
测 还 不 多 。 此 外 ,由 于 末 蝇 是 重要 的 模式 动物 之 
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一 , 已 被 广泛 应 用 于 人 类 疾病 、 遗 传 发 育 等 方面 的 
Wo Wolbachia 感染 可 对 果 晶 的 生殖 、 行 为、 免疫 
等 产生 多 种 影响 。 因 此 , 本 研究 不 仅 为 分 析 共 生 茵 
对 生物 体 进化 过 程 作用 机 理 的 认识 提供 资料 , 而 且 
在 以 果 蝇 为 模式 生物 的 遗传 发 育 研究 方面 也 具有 重 
要 参考 价值 。 


1 材料 与 方法 


1.1 ”实验 材料 
本 实验 所 用 的 黑 腹 果 蝇 分 别 采 自 湖北 武汉 、 云 


南 六 库 和 天 津 市 , 种 群 代码 分 别 为 WH, LK 和， 
具体 采集 信息 见 表 1。 野 外 建立 单 上 肉 系 
(isofemale) , 经 分 类 鉴定 后 在 25C AAH ER- 
脂 糖 -酵母 培养 基 培 养 。 实 验 所 用 的 未 感染 
Wolbachia 的 果 蝇 是 将 湖北 武汉 、 云 南 六 库 、 天 津 地 
区 果 蝇 用 四 环 系 (tetracycline ) 处 理 3 代 以 上 所 得 
(种 群 代码 分 别 为 TWH, TLK 和 TTJ) ( 陈 丽 娟 等 ， 
2008) 。 感 染 wMel 品系 Wolbachia 的 澳大利亚 黑 腹 
Rha (wMel A) 由 澳大利亚 莫 纳 什 大 学 (Monash 
University ) Scott O’ Neill 教授 友好 赠送 , 在 本 实验 室 
传代 保存 至 今 。 


del 黑 腹 果 晶 采集 信息 


Table 1 Collection information of the Drosophila melanogaster samples 


种 群 代码 采集 地 
Population code Sampling locality 

WH 湖北 武汉 Wuhan, Hubei 

LK 云南 六 库 Liuku, Yunnan 

TJ 天 津南 开 Nankai, Tianjin 


1.2 Rig DNA 的 提取 

用 二 氧化 碟 麻 醉 法 收集 25 ~ 30 KRI, 在 400 
uL 的 缓冲 液 (100 mmol/L Tris-HCl, pH 7. 5, 100 
mmol/L EDTA, 100 mmol/L NaCl, 0.5% SDS) 中 进 
TURSK, 加 入 4 pL 的 蛋白 酶 K(20 mg/uL) JA 
65$% iH 30 min, 之 后 加 入 预 冷 的 800 uL LiCL(5 
mol/L)/KAc(6 mol/L) (2.5:1, v/v), 剧烈 振荡 
20 s, 在 冰 上 至 少 放 置 10 min。 常 温 下 12 000 r/min 
离心 15 min; REW, 加 入 600 pL 异 两 醇 ， 充 分 混 
合 , 常温 下 12 000 r/min 离心 15 min, 去 上 清 , 加 
入 现 配 7$% 乙醇 , 静 置 2 min, 12 000 r/min, 4?C 离 
4 min; 去 上 清 , 室温 干燥 5 min, 将 DNA 沉淀 溶 
解 于 50 uL TE(10 mmol/L Tris-HCl, pH 7. 4, 1 
mmol/L EDTA, pH 8.0) Z& hil "P, 加 入 4 ug RNA 
酶 , 混 匀 后 377C7K18 30 min, 最 后 - 20'C 保存 。 
1.3 wsp 序列 测定 与 分 析 

wsp 基因 的 扩 增 引物 序列 见 表 2, 检测 方法 同 
陈 丽 娟 等 (2008 ) 。 将 回收 后 的 PCR 产物 与 pMD18- 
T 载体 连接 ,再 转化 到 感受 态 大 肠 杆菌 中 。 用 wsp 
基因 引物 对 菌 液 进行 PCR 检测 , Sixt EH PE vu E, 
从 中 随机 挑选 3 个 以 上 克隆 由 英俊 生物 技术 公司 进 
行 序列 测定 。DNA 序列 检索 通过 BLAST 网 站 
( http://blast. ncbi. nlm. nih. gov/Blast. cgi ) 进行 。 


经 纬度 采集 时 间 (年 .月 ) 
Longitude/latitude Sampling time ( year. month ) 

114. 20?E, 30.37?N 2000. 10 
98.85? E, 25. 85?N 2009. 05 

117. 10?E, 39. 10?N 2000. 07 


利用 Clustal X1. 8 软件 对 所 得 wsp 基因 序列 及 
CenBank 中 相关 序列 进行 比 对 , 并 通过 MegAlign 方 
法 (DNAStar 4.05) 进行 分 析 , 并 利用 MEGA version 
4.1 软件 , 构建 Neighbor-Joining( NJ) 系统 发 育 树 。 
1.4 MLST 分 析 

FH Wolbachia 的 gatB, coxA, hcpA, fisZ 和 fbpA 
这 5 个 基因 的 特异 性 引物 ( 表 2) 进 行 PCR 2738 , 2X 
得 5 个 基因 的 特异 片段 , 扩 增 体系 为 : 20 pL 反应 
体系 中 包括 10 uL rTaq DNA 聚合 酶 preMix (TaKaRa 
公司 , $ 0.05 U/ uL XE Bg; dNTPs Mixture 各 0.4 
mmol/L; PCR Buffer: Tris-HCl, pH 8. 3, 20 mmol/ 
L, KCl 100 mmol/L, MgCl, 23 mmol/L), E F1$5| 
物 各 0.3 pL(10 mmol/L) , XXz&7K 8. 4 uL, DNA 模 
板 1 uL, PCR 反应 条 件 是 : 95C 预 变性 5 min, 然 
后 94 % 变 性 30 s, 退火 30 s(hepA, gatB, fisZ 和 
coxA 基因 用 54C ; fbpA 基因 用 S$9% ), 72% 延伸 1 
min, 430 个 循环 , 最 后 72% 延伸 10 min。 同 1.3 
他所 述 将 PCR 产物 回收 , 进行 克隆 ,随机 挑选 3 个 
以 上 克隆 由 英俊 生物 技术 公司 进行 序列 测定 。DNA 
序列 检索 和 同 源 性 比较 通过 BLAST 网 站 进行 。 将 
测 得 序列 查询 其 各 目 基 因 编 号 ， 最 后 查询 其 序 
列 号 。 
1.5 交配 实验 

将 工 日 龄 雄 蝇 与 4 日 龄 达到 产 卵 高 峰 期 的 处 女 
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蝇 放 在 一 起 使 其 自由 交配 , 12 h 后 去 除 雄 蝇 , 留 下 
所 有 上 肉 蝇 产 卵 。 用 和 葡萄 汁 - 球 脂 - 瑟 糖 配 成 的 收集 盘 
收集 雌 晶 产 的 卵 ， 当 一 个 收集 盘 上 产 的 卵 数 达到 约 
200 粒 时 ,更 换 新 的 收集 盘 。 将 带 有 卵 的 收集 盘 在 
25C FIE 36 h 之 后 , 统计 孵化 的 卵 数 和 总 卵 数 的 
比值 ， 即 为 卵 肝 化 率 。 解 剂 镜 下 可 观察 到 已 星 化 的 
WRR PT JE B BB e. RIE BU DE E T8120 E] 2C 
状 。 每 种 交配 组 做 3 个 生物 学 重复 , 实验 数据 以 平 
均值 + 标准 误 (SE) 表示 , 采用 双 样 品 了 检验 进行 
PEHENI, P < 0.05 为 差异 显 着 , P < 0.01 N% 
异 极 显 车 。 
表 2 PCR 反应 中 所 用 引物 
Table 2 Primers used for polymerase chain 


reaction in this study 


基因 名 称 


Gene name 


引物 序列 (5' -3") 


Primer sequences 


81F: TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC 
691R: AAAAATTAAACGCTACTCCA 


wsp 


F: GAKTTAAAYCGYGCAGGBGTT 


gatB 
R: TGGYAAYTCRGGYAAAGATGA 
A F: TTGGRGCRATYAACTTTATAG 
Cox. 
R: CTAAAGACTTTKACRCCAGT 
hop F: GAAATARCAGTTGCTGCAAA 
C 
P R: GAAAGTYRAGCAAGYTCTG 
fisZ F: ATYATGGARCATATAAARGATAG 
s 
R: TCRAGYAATGGATTRGATAT 
fp F: GCTGCTCCRCTTGGYWTGAT 
p R: CCRCCAGARAAAAYYACTATTC 
2 结果 与 分 析 


2.1 三 地 区 果 蝇 体内 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 
分 析 

对 wsp 基因 片段 的 序列 测定 发 现 , 用 引物 81F 
和 691R 扩 增 到 的 湖北 武汉 、 云 南 六 库 、 天 津 地 区 
果 蝇 体内 Wolbachia 的 wsp 基因 片段 长 度 相 同 , 均 
为 637 bp。 序 列 已 提交 GenBank, 注册 号 分 别 为 
FJA03330, FJA03332 和 HJ403331。 通 过 对 wsp 基因 
片段 的 序列 比 对 表明 , 三 者 之 间 仅 存在 一 处 差异 ， 
即 在 第 349 位 碱 基 上 , 湖北 武汉 和 云南 六 库 的 都 为 
T, 而 天 津 的 为 C。 通 过 对 wsp 基因 编码 的 氨基 酸 进 
行 序列 比 对 得 出 , 三 者 的 氨基 酸 序列 完全 相同 , 共 
编码 212 个 氨基 酸 。 表 明 感 染 这 3 Pu CR WEB 
Wolbachia 很 可 能 属于 同一 品系 。 


利用 NCBI 站 点 上 BLAST 分 析 程 序 , 将 所 测 得 
的 wsp 基因 序列 与 GenBank 注册 的 相关 序列 进行 一 
致 性 比 对 。 结 果 发 现 , 来 目 湖 北 武汉 、 天 津 和 云南 
六 库 的 果 蝇 体内 Wolbachia 的 wsp 基因 的 核 车 酸 序 
列 一 致 性 为 99.84% , 233 10096 , JEEL, 通过 比 对 
发 现 , 感染 这 3 个 地 区 果 晶 Wolbachia 的 wsp 基因 
序列 与 人 避 Pediculus humanus 及 山东 地 区 黑 腹 果 晶 
的 一 致 性 也 可 达到 100% 。 因 此 , 可 以 推测 , 感染 
湖北 武汉 、 天 津 、 云 南 六 库 、 山东 这 4 个 地 区 黑 腹 
果 蝇 体内 的 Wolbachia 可 能 为 同一 品系 ( 表 3)。 另 
外 , 当 与 感染 双 翅 目的 一 些 昆 虫 体 内 Wolbachia 的 
wsp 基因 片段 相 比 时 , 序列 一 致 性 可 达到 79% ~ 
99%; W 5 BE W E (W: 3E EE "E Dryocosmus 
kuriphilus) , KH , S58 H ,. PRAE EH, RH HS 
TUS HP Wolbachia 的 wsp 基因 比 对 时 , 序列 
的 一 致 性 为 79% ~100% (R3). 

利用 MEGA version 4. 1 软件 对 所 测 得 的 wsp 序 
列 与 GenBank 上 Wolbachia VEA RB 12 个 亚 群 组 进行 
序列 比 对 , 经 过 聚 类 分 析 可 得 到 NJ 系统 发 育 树 。 
从 图 1 可 知 , 分 别 感染 湖北 武汉 、 云 南 六 库 、 天津 
以 及 山东 地 区 黑 腹 果 蝇 体内 的 Wolbachia 品系 聚 于 
同一 组 , 均 属 于 A 大 组 的 Mel 亚 组 。 并 且 与 感染 拟 
Ri D. simulans 的 wMel Wolbachia 株 系 亲缘 关系 
十 分 相近 (图 1) 。 
2.2 三 地 区 种 群 果 昭 体 内 Wolbachia 的 MLST 
分 析 

用 Wolbachia 的 5 个 持家 基因 引物 分 别 进行 
PCR 扩 增 , 得 到 各 目的 基因 片段 , 长 度 分 别 为 : 
gatB 基因 471 bp, coxA 基因 487 bp, hcph 基因 515 
bp, fisZ 基因 524 bp, fbpA 基因 509 bp( 图 2)。 将 
扩 增 得 到 的 基因 片段 元 隆 测序 ， 然 后 将 序列 在 
Wolbachia MLST 数据 库 进 行 比 对 , 查询 其 各 目 编号 
及 序列 号 , 新 出 现 的 基因 提交 到 数据 库 中 获得 新 的 
编号 , 最 后 生成 新 的 序列 号 , 具体 结果 见 表 4。 

从 表 4 可 以 看 出 , 湖北 武汉 、 云 南 六 库 、 天津 
这 3 个 地 区 黑 腹 果 蝇 感染 的 Wolbachia 分 属于 3 种 
不 同 Wolbachia ST, 而 且 其 中 2 种 是 新 出 现 的 序列 
类 型 。 与 武汉 地 区 有 条 蝇 感染 的 Wolbachia 相 比 , 天 
津 的 有 一 处 差异 ，cox4 的 105 fr B] T ERR IJ Co zm 
南 六 库 的 有 2 个 位 点 发 生 了 改变 , fisz 的 314 位 的 
A 替换 为 G, 356 位 的 A 替换 为 G, 且 这 2 处 改变 都 
引起 了 氨基 酸 的 改变 , 都 是 从 Gly 变 成 了 Asp。 其 
他 序列 3 个 地 区 之 间 完 全 相同 。 
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表 3 湖北 武汉 、 云 南 六 库 和 天 津 地 区 黑 腹 果 晶 与 其 他 节 胶 动物 体内 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 一 致 性 比 对 
Table 3 Comparison of the identity of wsp gene sequences of Wolbachia in Drosophila melanogaster from 
Wuhan of Hubei (WH), Liuku of Yunnan (LK) and Tianjin ( TJ) and other arthropods 


"m GenBank 登录 号 核 苷 酸 数目 核 苷 酸 序列 一 致 性 (% ) 宿主 
GenBank accession Number of Nucleotide sequence 
Wolbachia strain Host species 
number nucleotides identity 
ARR MR 
wWH( 未 命名 Unnamed) FJ403330 637 E 
D. melanogaster 
ARR MR 
wLK( 未 命名 Unnamed) FJ403332 637 100 
D. melanogaster 
ARR MR 
wTJ( 示 命名 Unnamed) FJA03331 637 100 
D. melanogaster 
黑 腹 采 蝇 ( 山东 
wMel EU395833 632 100 CIR) 
D. melanogaster ( Shandong province) 
AT 
wArg AY596782 632 100 


Pediculus humanus 


wSpt DQ412102 568 99 D. arawakana 
wWil AY620218 631 99 D. willistoni 
未 命名 Unnamed EU116319 639 99 
Anastrepha striata 
日 Z y » 
wAlbA AY462864 582 95 dio 
Aedes albopictus 
SB 
t EvaC AY390281 576 89 J RERI 
Trichogramma evanescens 
IREK Pi si nt HR 
wmhi6 JF747228 636 86 5 
Monolepta hieroglyphica 
T, 
wKur DQ493720 617 84 mu 
Dryocosmus kuriphilus 
黄金 肥 
wLa EUA423911 638 83 A 
Larinia argiopiformis 
AH 
未 命名 Unnamed AY634679 575 82 
Corcyra cephalonica 
烟 粉 乔 
wBtabl15 AJ291386 555 82 RM 
Bemisia tabaci 
Hà 
未 命名 Unnamed AB109616 544 81 
Apolygus lucorum 
二 斑 叶 螨 
wOri AY785372 596 81 
Tetranychus urticae 
KEW 
未 命名 Unnamed JX286702 597 79 
Aphis glycines 
Ed NR 
wPun GU166597 584 79 9 


Dichocrocis punctiferalis 





wWH:; E EX E Suam Wolbachia ( Wolbachia-infected D. melanagaster from Wuhan, Hubei) ; wLK; 感染 云南 六 库 黑 腹 果 蝇 的 Wolbachia 
( Wolbachia-infected D. melanagaster from Liuku, Yunnan); wTJ. Eb R E SB IR tE H Wolbachia ( Wolbachia-infected D. melanagaster from 


Tianjin). 


2 期 


2e Hn 
RR Ki 


等 : 我 国 三 地 区 黑 腹 果 蝇 中 Wolbachia Bf] Z& £t Ac 83 2& Z8 Ie HOSTS EEIE R 
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wMel (Drosophila melanogaster, FJA03331, TJ) 
wMel (Drosophila melanogaster, FJA03332, LK) 

100 wMel (Drosophila simulans, DO412101) 
57 wMel (Drosophila melanogaster, EU395833, SD) 
wMel (Drosophila melanogaster, FJA03330, WH) 
12 wMors (Glossina morsitans, AF020079) 
wUni (Muscidifurax uniraptor, AF020071) 
A group wAus (Glossina austeni, AF020077) 
65 wHa (Drosophila sechellia, AF020073) 
100 wPap (Phlebotomus papatasi, AF020082) 
wRi (Drosophila auraria, AF020062) 
100 WAlbA (Aedes albopictus, GQ205162) 
B group wPip (Culex pipiens, AF020061) 
99 wCauB (Ephestia cautella, AF020076) 
62 wCon (Tirbolium confusum, AF020083) 
100 wDei (Trichogramma deion, AF020084) 
A 
0.12 0.10 0.08 0.06 0.04 0.02 0.00 
图 1 基于 wsp 基因 序列 的 Wolbachia 的 NJ 系统 发 育 树 
Fig. 1 The phylogenetic NJ tree based on the wsp gene sequences of Wolbachia 
种 群 代码 同 表 1。Refer to Table 1 for population codes. 
X4 湖北 武汉 、 云 南 六 库 、 天 津 地 区 黑 腹 果 蝇 体内 Wolbachia 的 MLST 等 位 基因 图 谱 
Table 4 MLST allelic profiles of Wolbachia in Drosophila melanogaster from Wuhan of Hubei ( WH), 
Liuku of Yunnan (LK) and Tianjin ( TJ) in China 
标本 代码 Wolbachia MLST 
Specimen ID ST gatB coxA hcpA fisZ fbpA 
WH398 1 1 1 1 1 1 
LKI1 259 1 1 1 136 1 
TJ397 258 1 149 1 1 1 
LK TJ WH 
op M gatB coxd hcpA fisz  fbpA gatB | coxA hcpA fisz  fbpA gatB coxA  hcpA fisz fbpA 





图 2 5 个 Wolbachia 持家 基因 PCR 扩 增 产物 电泳 图 
Fig. 2 PCR amplification of 5 housekeeping genes from Wolbachia 


2.3 Wolbachia 之 间 的 关系 及 其 对 果 蝇 生殖 的 
影响 


为 了 进一步 了 解 湖北 武汉 、 云 南 六 库 、 天 津 这 
3 个 地 区 果 蝇 感染 的 Wolbachia 之 间 的 关系 及 对 果 
蝇 生 和 殖 的 影响 , 我 们 首先 检测 了 其 各 目的 CI 强度 。 


由 于 已 有 研究 表明 ，CI WESMA EHE E H RW 
增加 而 下 降 ,， 为 此 我 们 选择 了 感染 Wolbachia 的 1 
日 龄 雄 蝇 与 去 除 Wolbachia 的 4 日 龄 处 女 蝇 进 
配 


T1126 


SEV T TUEHUSE, SUR WE 5, 


A aA 
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表 5 湖北 武汉 、 云 南 六 库 、 天 津 3 个 地 区 黑 腹 果 蝇 中 Wolbachia 引起 的 CI 强度 
Table5 CI intensities induced by Wolbachia in Drosophila melanogaster from Wuhan of Hubei ( WH), 
Liuku of Yunnan (LK) and Tianjin ( TJ) in China 


ada m 统计 的 卵 数 ae 
交配 类 型 交配 组 MIER (90) 差异 显著 性 (P 值 ) 
Number of eggs 
CI type Cross group Egg hatch rate P-value 
counted 
(1) vs. (7) 
(1) TWH 8 xTWH9 1 611 93.32 +1.01 
(P «0.01) 
(2) vs. (7) 
(2) TWH 8 xWH?9 1 982 81.42 +1.06 
(P «0.01) 
共和 3) vs. (8 
Amm (3) TLK 8 x TLK 9 1 841 91.77 x1.72 (3) ss. (8) 
Compatible (P «0.01) 
(4) vs. (8) 
(4) TLK ô x IK 9 1 442 76.83 x 1.03 
(P «0.01) 
(5) vs. (9) 
(5) TTJ ó xTTJ9 1 681 97.59 +0. 14 
(P «0.01) 
(6) vs. (9) 
(6) TTJ xTJ9 1 536 79.41 +0. 84 
(P «0.01) 
(7) vs. (8) 
(7) WH ô x TWH9 1 455 12. 98 +2.63 
(P «0.01) 
sZ pi 
个 亲 和 组 (8) LK ô x TLK 9 2 591 53.48 +2. 64 
Incompatible 
(9) vs. (8) 
(9) TJ 8 x TIJ9 1 903 10. 65 x0. 72 
(P «0.01) 


TWH: 用 四 环 素 去 除 Wolbachia 的 湖北 武汉 黑 腹 果 蝇 D. melanagaster from Wuhan, Hubei treated with tetracycline ( without Wolbachia) ; WH: 带 有 
Wolbachia 的 湖北 武汉 黑 腹 果 刚 D. melanagaster from Wuhan, Hubei (carrying Wolbachia) ; TLK: 用 四 环 素 去 除 Wolbachia 的 云南 六 库 黑 腹 果 蝇 
D. melanagaster from Liuku, Yunnan treated with tetracycline ( without Wolbachia) ; LK; 带 有 Wolbachia 的 云南 六 库 黑 腹 果 量 D. melanagaster from 
Liuku, Yunnan (carrying Wolbachia) ; TTJ: 用 四 环 素 去 除 Wolbachia BN REH AR D. melanagaster from Tianjin treated with tetracycline ( without 
Wolbachia); TJ: "43 Wolbachia WI RES Rie D. melanagaster from Tianjin ( carrying Wolbachia). 下 同 The same for the following tables. 


由 表 5 可 以 看 出 ,湖北 武汉 和 天 津 地 区 果 蝇 中 
Wolbachia 引起 的 CI 均 很 强 ， 感 当 雄 蝇 与 未 感染 雌 
蝇 交 配 1 d 后 ， 雌 蝇 所 产 卵 的 孵化 率 仅 分 别 为 
12.98% 和 10.6596 , 极 显 著 低 于 亲 和 组 ， 即 未 感染 
雌雄 条 蝇 交配 组 [ 表 S 中 (1) 和 (3) |] 和 未 感染 雄性 
与 感染 雌性 末 蝇 交配 组 [ 表 S 中 (2) 和 (4)] BS BRE 
化 率 (P < 0.01)。 而 云南 六 库 地 区 果 蝇 中 
Wolbachia 引起 的 CI 相对 较 弱 ,尽管 也 与 亲 和 交 配 
组 的 卵 孵化 率 有 极 显 著 差 异 , 但 其 卵 孵化 率 达 到 
53.4896 , 极 显 著 高 于 武汉 和 天 津 不 杀 和 组 的 卵 铸 
化 率 (P <0.01)。 

由 于 湖北 武汉 、 云 南 六 库 、 天津 3 个 地 区 距离 
较 远 , 温度 、 海拔 都 有 较 大 差异 , 武汉 位 于 中 部 ， 
云南 位 于 中 国 的 南方 , 天 津 市 属于 华北 地 区 ， 而 且 
如 前 所 述 ，Wolbachia 的 长 期 共生 也 会 推动 物种 的 








进化 , 那么 这 3 个 地 区 有 果 蝇 感染 的 Wolbachia 引起 
CI 强度 的 差异 是 否 会 由 于 不 同 地 区 的 条 晶 的 差异 
而 引起 的 呢 ? 为 了 回答 这 一 问题 ,我 们 用 四 环 系 去 
除了 果 蝇 体内 的 Wolbachia, 再 采用 地 区 间 杂 交 的 
方式 , 探究 了 这 3 个 地 区 末 量 之 间 的 关系 ,结果 如 
表 6。 

从 表 6 可 以 看 出 , 湖北 武汉 和 天 津 地 区 的 果 晶 
之 间 正 、 反 杂交 后 卵 的 孵化 率 与 湖北 武汉 果 晶 区 欠 
交配 后 的 卵 胜 化 率 没有 显著 差异 (P >0.05), 表明 
这 两 个 地 区 采 蝇 之 间 关 系 较 近 。 云 南 六 库 和 天 津 地 
区 有 果 昌 杂交 后 卵 撕 化 率 与 云南 六 库 采 蝇 区 内 交配 后 
的 卵 且 化 率 虽 没有 统计 学 上 的 显著 差异 , TEUER ESSE 
都 不 到 90. 0096 , 相对 偏 低 。 而 湖北 武汉 和 云南 六 
EKRE, KRX IAE RKE ETRA 
8r PX AA IERP <0.05), 暗示 湖北 武 
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汉 和 云南 六 库 地 区 果 蝇 的 亲缘 关系 可 能 比较 远 。 地 区 果 蝇 中 感染 的 Wolbachia 之 间 的 关系 , 结果 见 

如 前 所 述 , 由 于 感染 同 种 Wolbachia 品系 的 雌 ” 表 7。 由 于 前 面 的 实验 已 经 表明 , 湖北 武汉 和 云南 
蝇 能 够 挽救 感染 雄 晶 引 起 的 CI 中 胚胎 致死 的 缺陷， ”六 库 地 区 果 蝇 的 关系 比较 远 , 所 以 对 这 两 个 地 区 果 
因此 我 们 将 不 同 地 区 带 有 Wolbachia 的 条 蝇 进行 杀 蝇 中 感染 的 Wolbachia 之 间 的 关系 在 此 未 做 人 研究 。 
óc. 统计 交配 后 上 肉 蝇 所 产 卵 的 孵化 率 , 人 研究 这 3 个 


表 6 未 感染 Wolbachia 的 湖北 武汉 、 云 南 六 库 、 天 津 地 区 黑 腹 果 晶 交配 后 的 卵 用 化 率 比较 
Table6 Comparison of hatch rates of eggs from crosses of Wolbachia-uninfected Drosophila melanogaster from 
Wuhan of Hubei (WH), Liuku of Yunnan (LK) and Tianjin ( TJ) in China 


交配 组 统计 的 卵 数 IER (A ) 差异 显著 性 ( 忆 值 ) 


Cross group Number of eggs counted Egg hatch rate P-value 

(1) TWH ô x TWH9 1 611 93.32 x1.01 

(2) vs. (1) 
(2) TWH ô xTTJ9 2 283 95.26 x1.11 

(P »0.05) 

(3) vs. (1) 
(3) TIJ 8 x TWH9 1 942 87.64 +1.92 

(P »0.05) 
(4) TLK 8 x TLK 9 1 841 91.77 x1.72 

(5) vs. (4) 
(5) TLK ó x TIJ 9 1 930 87.01 +2.64 

(P »0.05) 

(6) vs. (4) 
(6) TIJ 8 x TLK 9 1 532 85.10 x 1.41 

(P »0.05) 
(7) TWH ô x TWH9 1 611 93.32 x1.01 

(8) vs. (7) 
(8) TLK & x TVUH 9 1 095 87.00 x 1.47 

(P «0.05) 

(9) vs. (7) 
(9) TWH ô x TLK 9 1 711 85.04 x 0.87 

(P «0.05) 


表 7 感染 Wolbachia HAIER, RARE, REHE LR ER dd n [8] Az POS BS) E S pb E 
Table7 Comparison of hatch rates of eggs from crosses of Wolbachia-infected Drosophila melanogaster from 
Wuhan of Hubei ( WH) , Liuku of Yunnan (LK) and Tianjin ( TJ) in China 


交配 组 统计 的 卵 数 IER (A ) 差异 显著 性 ( 忆 值 ) 


Cross group Number of eggs counted Egg hatch rate P-value 

(1) ws. (2) 
(1) TWH ô xTTJ9 2 283 95.26 x1.11 

(P «0.05) 
(2) WH ô xTJ9 2 444 75.99 x3.17 

(3) vs. (4) 
(3) TIJ 8 x TWH9 1 942 87.64 +1.92 

(P «0.05) 
(4) T] 8 x WH9 1 081 75.31 x0. 75 

(5) vs. (6) 
(5) TLK ó x TIJ 9 1 930 87.01 +2.64 

(P »0.05) 
(6) LK 6 x TJ9 1 551 81.17 +2.42 

(7) vs. (8) 
(7) TTJ ó x TLK 9 1 532 85.10 x 1.41 

(P »0.05) 


(8) TJ xLK9 2 411 84. 12 x0. 10 
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表 7 显示 , 感染 Wolbachia 的 湖北 武汉 和 天 津 
地 区 的 果 蝇 正 交 、 反 交 后 ， 卵 擅 化 率 都 显著 低 于 未 
感染 的 对 照 组 (P <0.05) , 表明 这 两 个 地 区 果 蝇 中 
感染 的 Wolbachia 不 能 完全 挽救 Wolbachia 诱导 的 
CI 表 型 。 而 云南 六 库 和 天 津 地 区 感染 Wolbachia 的 
RIBE, REE, MIER ZR SS SIS DE HG ZELTH 
E, 差异 未 达到 显著 水 平 (P 0.05), 

为 了 进一步 研究 这 3 个 地 区 果 蝇 及 其 体内 携带 
的 Wolbachia 之 间 的 关系 ,我 们 利用 实验 室 保 存 的 
澳大利亚 布 里 斯 班 的 感染 wMel Wolbachia WRR ZR: 
蝇 (wMel A) 分 别 与 它们 做 了 杂交 实验 。 我 们 甫 爷 
HARR Wolbachia B] UR fl MV R 88 ( TwMel A) 与 去 
除 Wolbachia 的 中 国 果 蝇 进行 杂交 ,检测 条 蝇 之 间 
的 亲缘 关系 。 结 采 发 现 去 除 Wolbachia 的 澳大利亚 


Ra Ej A ER HR DC AR MB US. MERE, X^ 
95.1996 , 表明 这 两 地 的 末 蝇 亲缘 关系 很 接近 ， 而 
湖北 武汉 和 云南 六 库 地 区 末 晶 与 其 交配 后 ， 卵 孵化 
率 都 不 到 90.00% ( 表 8)。 特 别 是 云南 六 库 地 区 果 
晶 与 澳大利亚 果 蝇 交配 后 , DHAERIESSDU 83. 9596 , 
说 明 这 两 个 地 区 采风 之 间 关 系 较 远 , 因此 后 面 对 这 
两 个 地 区 采 蝇 中 感染 的 Wolbachia 之 间 的 关系 未 做 
研究 。 然 而, 感染 Wolbachia 的 澳大利亚 采风 与 天 
津 地 区 采 量 正 交 、 反 交 后 ， 卵 孵化 率 分 别 降 低 为 
78.41% 和 70.30% ,显著 低 于 对 照 的 未 感染 组 (P 
«0.01), 表明 果 晶 体内 的 Wolbachia 不 能 实现 挽 
救 。 感 染 Wolbachia 15363 DUR DX 9-868 5j w Mel A 交 
配 后 ， 卵 孵化 率 与 对 照 组 没有 显著 差异 (已 >0.05 ) 
(368). 


A8 感染 Wolbachia B5] rp HFR RES AAPEA Eg jr BEES RE SR ui 7. [8] 35 Bie Je BJ B ERA E EE g 


Table 8 Comparison of hatch rates of eggs from crosses of Wolbachia-infected Chinese flies and flies 


from Brisbane, Australia carrying wMel Wolbachia 


交配 组 统计 的 卵 数 
Cross group Number of eggs counted 
(1) TwMel Ad xTTJ9 2 372 
(2) TwMel A ó x TWH 9 1 040 
(3) TuMel A 8 x TLK 9 1 895 
(4) wMel AG xTJ9 9 66 
(5) TJ 8 xwMel A9 2 462 
(6) wMel A8 x WH9 1 330 
(7) WH xwMel A9 2 260 


MEER% ) 差异 显 车 性 (P 值 ) 

Egg hatch rate P-value 

95.19 x0. 58 

88.33 € 2.98 

83.95 +0.47 
4) vs. (1 

78.41 x0. 86 (4) m. (1) 
(P «0.01) 
5) vs. (1 

70.30 x 2.09 (5) w. (1) 
(P «0.01) 
6) vs. (2 

84.73 x0. 94 (6) w. (2) 
(P »0.05) 
7) vs. (2 

71.38 x 1.45 (7) m. (2) 
(P »0.05) 


wMel A; 来自 澳大利亚 布 里 斯 班 的 之 有 wMel 品系 Wolbachia 的 黑 腹 果 昌 Drosophila melanagaster from Brisbane, Australia 
carrying wMel Wolbachia; TwMel A; 用 四 环 素 去 除 Wolbachia 的 澳大利亚 布 里 斯 班 黑 腹 果 蝇 D. melanagaster from Brisbane, 


Australia treated with tetracycline ( without Wolbachia ) . 


本 人 研究 组 前 期 检测 了 我 国 湖北 武汉 、 云 南 六 
FE. 海南 鸡 公 岭 、 河 南 鸡 公 山 、 西 藏 下 察 阳 、 大 津 6 
个 地 区 黑 腹 果 蝇 体内 Wolbachia 的 感染 情况 ,发 现 
其 中 仅 潮 北 武汉 、 云 南 六 库 、 天 津 地 区 的 须 腹 果 蝇 
IE Wolbachia( 陈 丽 娟 等 , 2008)。 本 人 研究 首先 
对 这 3 个 地 区 黑 腹 果 蝇 体内 Wolbachia 的 wsp 基因 


序列 进行 分 析 ， 发 现 感染 这 3 个 地 区 黑 腹 果 晶 的 
Wolbachia 均 属 于 A 大 组 的 Mel 亚 组 ,这 说 明 不 同 
地 区 的 同 种 果 蝇 可 能 被 同一 品系 Wolbachia 所 感染 ， 
这 与 我 国 山东 省 5 个 地 理 种 群 黑 腹 条 蝇 中 检测 到 的 
Wolbachia 一 致 ( 雪 日 水 和 曲 志 才 , 2008) 。 近 期 ,于 
A (2013) 也 发 现在 中 国 山 东 泰 安 、 山 东 威 海 、 淅 
江 温 州 、 陕 西西 安 、 云 南 红河 等 地 理 种 群 的 铃木 氏 
Rbg Drosophila suzukii 中 有 A 大 组 Wolbachia 的 广 
沁 感 染 。 虽 然 有 人 研究 表明 ，Wolbachia 的 wsp 基因 特 
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异 引物 81F /691R Ewn FH 5$ B 2H Wolbachia 
的 特性 , 但 本 研究 用 wsp 基因 特异 引物 81F/691R 
在 黑 腹 果 蝇 体内 检测 到 的 所 有 Wolbachia 均 属于 A 
大 组 , 因此 wsp 基因 引物 没有 检测 到 该 菌 可 能 是 由 
于 和 宿主 的 原因 ,也 可 能 是 不 同和 宿主 携带 的 A 大 组 
Wolbachia 还 有 一 些 细微 的 差别 。 

随 着 被 发 现 的 Wolbachia 感染 的 宿主 种 类 越 来 
越 多 ,Wolbachia 在 基因 序列 分 型 方面 已 显得 越 来 
越 重 要 了 。wsp 是 常用 的 一 种 基因 ,其 进化 速度 快 ， 
一 直人 补 作为 揭示 物种 遗传 多 样 性 和 系统 发 育 的 有 效 
依据 之 一 , 迄今 在 GenBank 中 登录 并 获得 注册 号 的 
Wolbachia 的 wsp 基因 序列 已 有 3 000 多 个 。 但 是 使 
用 单个 位 点 wsp 来 鉴定 Wolbachia 的 方法 会 出 现 重 
组 现象 。 近 年 来 , MLST 以 其 可 重复 性 好 (Spratt and 
Maiden, 1999) 、 分 辨 率 高 (Gogarten et al., 2002 ) 等 
优点 已 成 为 分 辨 细菌 的 一 种 常用 的 方法 。 为 此 我 们 
又 用 该 方法 对 湖北 武汉 、 云 南 六 库 和 天 津 地 区 黑 腹 
果 蝇 体内 的 Wolbachia 进行 分 型 , 发现 3 个 地 区 的 
ST 为 3 个 不 同 的 序列 号 , 表明 它们 属于 不 同 的 
Wolbachia 型 ， 

为 了 进一步 了 解 湖 北 武汉 、 云 南 六 库 和 天 津 地 
区 黑 腹 果 蝇 体内 的 Wolbachia 之 间 的 关系 以 及 对 果 
蝇 生 和 殖 的 影响 ,我 们 先 将 不 同 地 区 的 果 晶 进行 区 内 
自 交 , 检测 各 自 的 CI 强度 , 发 现 湖北 武汉 、 天 津 地 
区 黑 腹 果 蝇 体内 的 Wolbachia 能 引起 强烈 的 CI 表 
型 ,说明 其 对 箱 主 生殖 的 影响 很 大 ， 而 云南 六 库 黑 
腹 果 晶体 内 的 Wolbachia 引起 的 CI 强度 相对 较 弱 。 
这 可 能 是 Wolbachia 品系 不 同 所 致 , 也 可 能 是 笨 主 
差异 引起 。 由 于 Wolbachia 的 长 期 共生 可 能 对 和 宿主 
产生 影响 , 我 们 又 检测 了 这 3 个 地 区 黑 腹 果 蝇 之 间 
的 关系 ,发 现 用 去 除 Wolbachia 之 后 的 湖北 武汉 和 
天 津 的 黑 腹 果 晶 杂 交 后 ， 卵 孵化 率 很 高 ， 且 与 区 内 
交配 组 的 卵 孵 化 率 没 有 显著 差异 , 说 明 这 两 个 地 区 
黑 腹 果 晶 关系 很 接近 ; 而 湖北 武汉 和 云南 六 库 黑 腹 
果 蝇 杂交 后 ， 肉 蝇 所 产 卵 的 孵化 率 显 著 低 于 区 内 交 
配 组 , 说 明 这 两 个 地 区 的 黑 腹 果 蝇 可 能 已 经 发 生 了 
一 定 的 分 收 , 产生 了 一 定 的 生殖 隔离 ,这 与 前 期 的 
核 型 研究 结 末 一 致 。 前 期 对 采 蝇 的 核 型 研究 发 现 ， 
湖北 武汉 黑 腹 果 蝇 的 又 染色体 为 端 着 丝 粒 染 色 体 ， 
Y 染色 体 为 J 形 ( 钱 远 槐 等 ,2006 ) ; 而 云南 六 库 黑 
ERIH X 染色 体 为 近 端 着 丝 粒 ，Y 染色 体 为 棒状 
( 杜 秀丽 ,2007)。 前 面 的 MLST 分 析 已 经 发 现 , 与 
武汉 地 区 相 比 ,云南 六 库 黑 腹 果 晶 感 染 的 
Wolbachia 的 fisZ 基因 有 两 个 氨基 酸 发 生 改变 , 这 种 


Wolbachia 序列 类 型 的 差异 是 否 与 这 两 个 地 区 黑 腹 
果 晶 的 分 歧 有 关 还 有 等 进一步 深入 研究 。 

由 于 感染 同一 品系 Wolbachia 的 肉 晶 能 够 挽救 
CI 胚胎 的 发 育 缺 陷 , 因此 我 们 将 带 有 Wolbachia 的 
湖北 武汉 、 云 南 六 库 和 天 津 地 区 黑 腹 果 蝇 进 行 杂 
X, 并 分 别 与 来 自 澳大利亚 布 里 斯 班 的 wMel A R 
蝇 进 行 交 配 , 用 去 除 Wolbachia 的 果 蝇 之 间 的 交配 
为 对 照 ， 以 排除 果 蝇 之 间 差 异 。 结 果 发 现 ,感染 
Wolbachia 的 湖北 武汉 和 天 津 的 黑 腹 果 蝇 交配 后 ， 
卵 旺 化 率 显 著 降低 。 由 于 前 面 的 杂交 实验 已 经 表明 
这 两 个 地 区 的 果 蝇 之 间 关 系 很 接近 ,因此 说 明 这 两 
个 地 区 果 蝇 中 携 融 的 Wolbachia 关系 较 远 ， 因 而 不 
能 实现 完全 挽救 。 从 与 wwMel A 果 晶 交配 后 胚胎 发 
育 情 况 看 , 天 津 地 区 黑 腹 果 蝇 与 wMel A REKA 
接近 , 因为 去 除 Wolbachia 后 的 果 蝇 交配 后 卵 旷 化 
率 很 高 。 但 这 二 者 所 携带 的 Wolbachia 的 关系 可 能 
较 远 , 因为 带 有 Wolbachia W WETER IEA ReRe CI 
的 胚胎 致死 表 型 。 

总 之 , 本 研究 表明 , 湖北 武汉 、 云 南 六 库 和 天 
津 地 区 黑 腹 果 蝇 体内 的 Wolbachia 都 属于 A 大 组 的 
Mel W.H, Wolbachia 的 长 期 共生 可 能 对 黑 腹 果 蝇 
宿主 产生 了 一 定 的 影响 ，MLST 结果 显示 , 湖北 武 
汉 与 云南 六 库 的 黑 腹 果 蝇 中 感染 的 Wolbachia 属于 
不 同 的 序列 类 型 , 这 两 个 地 区 的 黑 腹 果 蝇 已 发 生 了 
一 定 的 分 歧 。 湖 北 武汉 和 天 津 地 区 的 果 蝇 关系 比较 
接近 , 这 2 个 地 区 果 蝇 体内 的 Wolbachia 的 关系 较 
远 ， 不 能 完全 挽救 CI 表 型 。 
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